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摘要 :【 目 的] 分 析 地 人 处 中 国 南 方 的 重庆 地 区 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana ( 简称 "中 蜂 ”) ЕК) HERI EE ( sacbrood 
virus, SBV) ( AcSBV-S. Chn-CQ) 的 遗传 特性 。[ 方 法 ] 采 用 RT-PCR 法 对 采 自 重庆 23 个 区 县 的 阳性 中 蜂 幼虫 进行 
SBV 多 聚 蛋白 基因 扩 增 序列 测定 和 序列 分 析 , 采 用 邻接 法 (neighbor-joining method ) 基于 基因 组 和 基因 组 片段 
SB11-SB12 构建 系统 进化 树 ,使 用 RDP3 检测 SBV 的 基因 重组 。【 结 果 】AcSBV-S. Chn-CQ 与 中 国 南方 中 蜂 SBV 
( AcSBV-S. Chn) 其 他 分 离 株 .越南 北部 东方 蜜蜂 4. cerana SBV ( AcSBV-N. Vie) .越南 北部 西方 蜜蜂 4. mellifera SBV 
( AmSBV- N. Vie) .韩国 东方 蜜蜂 SBV(AcSBV-S. Kor) 的 同 源 性 较 高 。AcSBV-S. Chn-CQ 在 结构 蛋白 编码 区 域 存在 
连续 51 个 核 苷 酸 缺 失 ,在 非 结构 蛋白 编码 区 域 有 3 个 不 连续 的 核 苷 酸 缺 失 , 与 AcSBV-N. Vie, AmSBV-N. Vie 和 
AcSBV-S. Kor ГІМЕНІ. AcSBV-S. Chn-CQ 与 AcSBV-S. Chn-FZ, AcSBV-N. Vie, AmSBV-N. Vie 和 AcSBV-S. 
Kor 在 亚洲 基因 型 中 形成 一 亚 型 , 亚 型 内 检测 到 重组 事件 。 [4616 ) 推测 AcSBV-S. Chn-CQ 与 SBV-N. Vie 和 AcSBV- 
S. Kor 可 能 来 自 一 个 共同 祖先 。 
关键 词 : 中 华 蜜蜂 ; 赛 状 幼虫 病 病 毒 ; 多 聚 和 蛋白 基因 ; 核 音 酸 缺 失 ; 系统 进化 
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Molecular characterization of the polyprotein gene of sacbrood virus 



































































































































































































































isolated from Apis cerana cerana in Chongqiong, southwestern China 
SHEN Ke-Fei*, CAO Lan*, ZHENG Hua, YANG Liu, ZHANG Yi-Fan, ZHANG Su-Hui * ( Chongqing 
Academy of Animal Sciences, Chongqing 402460, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to analyze the genetic characteristics of sacbrooe virus ( SBV) isolated 
from Apis cerana cerana in Chongqing, southwestern China ( AcSBV-S. Chn-CQ). [Methods] The 
polyprotein gene of SBV was amplified by RT-PCR from samples of А. c. cerana larvae infected with 
SBV which originated from 23 districts or counties in Chongqing, sequenced and analyzed. Phylogenetic 
trees were constructed using neighbor-joining method based on SBV genome, and the genomic region 
5В11-5ВІ2. RDP3 was used to detect the genetic recombination. [Results] AcSBV-S. Chn-CQ showed 
high homologies with other SBV isolates from А. c. cerana in South China ( AcSBV-S. Chn), the SBV 
infecting А. сеғапа and А. mellifera in North Vietnam ( AcSBV-N. Vie and AmSBV-N. Vie) and the SBV 
infecting А. cerana in South Korea ( AcSBV-S. Kor). AcSBV-S. Chn-CQ has a consecutive 51-nucleotide 
deletion along the structural protein-coding region and an inconsecutive 3-nucleotide deletion along the 
nonstructural protein-coding region, and its nucleotide deletion is identical to those of AcSBV-N. Vie, 
AmSBV-N. Vie and AcSBV-S. Kor. AcSBV-S. Chn-CQ, AcSBV-S. Chn-FZ, AcSBV-N. Vie, AmSBV-N. 
Vie апа AcSBV-S. Kor formed a subtype within the Asian genotype, and recombination events were 
detected in the isolates within this subtype. [Conclusion] AcSBV-S. Chn-CQ, SBV-N. Vie and AcSBV- 
S. Kor may share a common origin. 


Key words: Apis cerana cerana ; sacbrood virus (SBV) ; polyprotein gene; nucleotide deletion ; phylogeny 
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蜜蜂 吉 状 幼虫 病 病 毒 ( sacbrood virus, SBV ) 是 
单 股 正 链 昆 虫 小 RNA 样 病毒 ,包含 一 个 开放 阅读 框 
(open reading frame, ORF), 4g id — < Z REH 
(polyprotein) 。 已 知 在 GenBank 公布 序列 的 SBV 主 
要 包含 2 大 基因 型 , 即 亚洲 基因 型 和 欧洲 基因 型 
(或 称 为 东方 蜜蜂 Apis cerana 基因 型 和 西方 蜜蜂 
Apis mellifera 基因 型 ) ( Ghosh et al., 1999; 曹 兰 等 ， 
2012), 4p 5| EE Ut KR Jj; S£ WE WU yu Jy ж "6 
( Grabensteiner et al., 2001; Kojima et al., 2011) , 表 
现 出 宿主 特异 性 ( Kojima ег al., 2011) 。 这 其 中 也 有 
少数 感染 亚洲 饲养 的 西方 蜜蜂 SBV 属于 亚洲 基因 
型 ,在 以 前 的 SBV 系统 进化 分 析 中 将 其 视 为 例外 
(Grabensteiner et al., 2001; Kojima et al., 2011; 
Choe et al., 2012b; Yang et al., 2013) , SBV 可 感染 
幼虫 和 成 蜂 , 主要 造成 幼虫 死亡 ,危害 蜜蜂 繁殖 和 蜂 
群 群 热 。 相 对 于 西方 蜜蜂 ,包括 中 华 蜜 蜂 А. cerana 
сегапа ( 简称 “中 蜂 ”) 在 内 的 东方 蜜蜂 对 SBV 更 易 
感 ,SBV 感染 产生 的 症状 典型 ,所 造成 的 危害 更 大 
( Grabensteiner et al., 2001) 。 重 庆 地 区 地 处 西南 ， 
是 我 国 重要 的 中 蜂 饲 养 区 ,也 是 SBV 的 流行 区 。 春 
季 SBV 流行 期 恰 处 该 地 区 油菜 花 流 蜜 期 ,不仅 影响 
中 蜂 繁殖 也 有 损 蜂 农 经 济 利益 。 最 近 , GenBank 公 
布 了 多 条 东方 蜜蜂 SBV 和 西方 蜜蜂 SBV 的 基因 组 
序列 。 我 们 利用 这 些 基因 组 序列 ,对 AcSBV-S. Chn- 
CQ 进行 序列 分 析 和 系统 进化 分 析 。 结 果 发 现 除 了 
东方 蜜蜂 SBV 外 ,AcSBV-S. Chn-CQ 与 AmSBV-N. 
Vie 有 最 近亲 缘 关 系 。 


1 材料 和 方法 





































































































1.1 样本 

经 RT-PCR 法 (Shen et al., 2012) J& iE Jg SENA AJ] 
虫 病 病 毒 感染 的 病死 中 蜂 А. с. cerana 幼虫 , 采 自 
2010 -2014 年 间 暴 发 吉 状 幼虫 病 的 重庆 中 蜂 场 , 样 
本 于 -80C 保存 。 样 品 采 集 地 分 布 在 重庆 中 部 \ 西 
部 、 东 南 和 东北 的 23 个 区 县 。 
1.2 主要 试剂 

rTap, pMD18-T 载体 、Trizol 和 PrimeScript RT- 
PCR Kit 均 购 自 TaKaRa 公司 ; 凝 胶 回 收 试剂 盒 购 自 
OMEGA 公司 。 
1.3 总 КМА 提取 

将 冷冻 样本 取出 解冻 ,吸取 50 ~ 100 uL 样本 渗 
出 液 加 Trizol 试剂 至 1 mL ,室温 静 置 15 шіп 后 ,加 
入 250 pL 氯仿 ,充分 振荡 后 室温 静 置 15 тіп,4%С 
12 000 r/mim 离心 15 min; 取 上 清 , 加 入 等 体积 的 异 
丙 醇 , 混 匀 后 于 -20%C 静 置 1h;4%C 12 000 r/min Ej 























心 10 min。 沉 演 用 70% 乙醇 洗涤 1 工 次 , 吸 干 上 清 ， 
沉淀 溶解 于 100 uL 经 DEPC 处 理 的 去 离子 水 中 ,以 
备 反 转录 使 用 。 
1.4 引物 

根据 AcSBV-S. Chn-GZ 基因 组 序列 (GenBank 
登录 号 АЕ469603 ) 设计 扩 增 SBV 2 RE H E ИЈ 
引物 。 引 物 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股份 有 限 公司 
合成 。 引 物 序列 见 表 1 。 


R1 用 于 SBV 基因 组 扩 增 的 引物 


Table 1 Primers for amplification of SBV genome 

















引物 序列 ZER PHT 
引物 名 称 (5-37 位 置 ” 大 小 (bp) 
Primer Primer Nucleotide Amplicon 
sequence position size 
CSBVIF АССААСССАТТССТСА 180 - 195 1114 
CSBVIR ACCACATACCCGCAAA 1278-1293 
CSBV2F GTTAGGAATCAAACGCACAA 1125-1144 1224 
CSBV2R GGGCAGGAATCTATGTGG 2 331 -2 348 
CSBV3F CCACCTGATGGTTATG 2220-2235 772 
CSBV3R ТАССАСТАТССССТТТ 2951-2967 
CSBV4F ТСАССССААСТАСТСАТ 2976-2991 1052 
CSBV4R TCAGCGGAACTACTCAT 3 987 -4 002 
С5ВҮ5Е СТТСТСТССАССААСС 3821-3836 8535 
CSBV5R CCTACGGTAAATTGCACTG 4637-4 655 
CSBV6F АСССАСТССААТТТАСС 4634-4650 1 000 
CSBV6R САТТССАСССАСТАСАТТ 5 526 -5 543 
CSBV7F ССААТСТТСССАССТА 5 538-5553 896 
CSBV7R СААТСААСССАТСССТ 6 418 -6 433 
CSBV8F СААСАСССАТСССТТСА 6414-6430 1 007 
CSBV8R САТААССАССССТССС 7 405 -7 420 


CSBV9F ССААТСТТСССААТТАСС 7103-7120 1620 
CSBV9R САСТААТААСТААТТТССССАТА 8 700 -8 722 
ЖЕНУ > A AcSBV-S. Chn-GZ (GenBank 登录 号 AF469603 ) 。 


The nucleotide positions refer to the genome sequence of AcSBV-S. Chn- 


GZ (GenBank accession по. AF469603 ). 


1.5 RT-PCR 

使 用 PrimeScript RT-PCR Ки 及 其 Random 
6mers 以 提取 的 RNA 为 模板 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 
条 链 ,实验 操作 按 试剂 盒 说 明 书 进行 。 以 反 转 录 合 
成 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 反应 。PCR 反应 
体系 为 : 10 x PCR Buffer ( 含 15 mmol/L Mg ) 
2.5 uL, 2.5 mmol/L dNTPs 0. 5 uL, 5 U/uL rTaq 
0.1 pL, 10 pmol/L fj E, 下游 引物 各 0.5 uL, 
cDNA 0.5 kL, 补 去 离子 水 至 25 nkL。 反 应 条 件 为 : 
94C 预 变性 2 min; 94*C 变性 30 s,45% 退火 30 s, 
72% 延伸 60 s, 共 30 个 循环 ;72% 再 延伸 $ min, T 
用 引物 见 表 1 。 
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PCR 产物 经 1% 琉 脂 糖 凝 腕 电泳 鉴定 ,回收 目 
的 条 带 , 将 其 克隆 至 pMDIS-T 载体 ,用 通用 引物 
M13 +/M13 - 对 其 进行 双向 序列 测定 ,每 个 扩 增 片 
段 至 少 测序 3 个 重组 质粒 。 
1.7 序列 分 析 

将 所 得 序列 在 NCBI 上 作 BLAST 搜索 以 进行 同 
源 性 分 析 。 使 用 ClustalW2 软件 (http://www. ebi. 
ас. uk/Tools/msa/clustalw2/3t) 进行 多 序列 比 对 分 
析 。 使 用 在 线 软 件 (http://web. expasy. org/ 
translate/ ) 翻译 所 得 片段 ,在 NCBI. 上 进行 保守 结构 
域 BLAST (http ://www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/ 
cdd/wrpsb. cgi) 。 采 用 MEGA 4 软件 中 的 邻接 法 
(neighbor-joining method，NJ) , 基于 基因 组 和 基 
组 片段 SB11-SB12( Grabensteiner et al., 2001) (对 应 
于 AcSBV-S. Chn-GZ 基因 组 的 第 5 537 -6 433 位 核 
苷 酸 ) 构 建 SBV 系统 进化 树 。 使 用 RDP4 软件 分 析 
SBV 的 基因 重组 。 























2 结果 
2.1 SBV 基因 序列 分 析 

经 序列 测定 及 序列 分 析 获 得 一 条 长 度 为 8 488 
nt 的 SBV 基因 组 编码 序列 , 约 占 SBV 基因 组 长 度 的 
97%, 多 聚 和 蛋白 基因 的 99. 6% 。 序 列 已 提交 
GenBank , 登录 号 为 KJ716805 和 KJ716806。 多 序列 
比 对 发 现 , AcSBV-S. Chn-CQ 与 AcSBV-S. Chn-FZ 

















(GenBank 登录 号 AF469603 )、AcSBV-N. Vie 
( AcSBV-N. Viel, GenBank 登录 号 КМ884990; 
AcSBV-N. Vie2 GenBank 登录 号 КМ884991 等 )、 
AmSBV-N. Vie ( GenBank 登录 号 КМ884993 ) 、 
AcSBV-S. Kor( GenBank 登录 号 HQ322114) 的 同 源 
性 高 于 与 中 国 北方 中 蜂 SBV ( AcSBV-N. Chn) 
(AcSBV-N. Chn-LN, GenBank 登录 号 НМ237361; 
AcSBV-N. Chn-BJ, GenBank 登录 号 КЕ960044; 
AcSBV-N. Chn-SX, GenBank 登录 号 KJ000692 ) 的 同 
源 性 ( 表 2) 。 序 列 分 析 也 发 现在 引物 对 CSBV3E/ 
CSBV3R 和 CSBVSE/CSBV8R 所 扩 增 片段 处 ,与 
AcSBV-S. Chn-GZ 相 比 , AcSBV-S. Chn-CQ 存在 2 段 
核 苷 酸 缺 失 。 第 1 段 为 连续 51 个 核 音 酸 缺 失 (对 应 
于 AcSBV-S. Chn-GZ 的 第 2 265 -2 323 A dE IR) 
(图 1: А), 982 段 为 3 个 不 连续 核 昔 酸 缺失 (对 应 
于 AcSBV-S. Chn-GZ 的 第 6 502 -6 565 1) 
(图 1: B)。 为 了 验证 这 种 核 苷 酸 缺 失 , 使 用 引物 对 
CSBV3F/CSBV3R 和 CSBV8F/CSBV8R, X Ж Н 
2010 - 2014 年 间 的 分 布 在 重庆 中 部 西部、 东南 和 
东北 的 23 个 区 县 的 53 份 阳性 中 蜂 样 本 , 进行 RT- 
PCR 扩 增 序列 测定 和 序列 比 对 ,结果 发 现 该 核 昔 
酸 搬 人 /缺失 模式 是 真实 存在 于 AcSBV-S. Chn-CQ, 
并 且 AcSBV-S. Chn-CQ 与 AcSBV-N. Vie, AmSBV- 
N. Vie 及 AcSBV-S. Kor 核 苷 酸 插 入 /缺失 模式 相同 。 
部 分 序列 信息 已 提交 CenBank, 登录 号 为 
KJ740735 - KJ740744 , 


























4X2  AcSBV-S. Chn-CQ 序列 同 源 性 比较 
Table 2 Sequence homology of AcSBV-CQ 





жан, Я GenBank 登录 号 

c СА а n M 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 1] 12 1 14 15 16 17 
1 AcSBV-S. Chn-CQ KJ716806 98 97 97 96 97 95 94 93 93 93 93 93 93 92 91 90 
2 AcSBV-S. Chn-CQ1 KJ716805 98 97 97 96 97 95 94 93 93 93 93 93 93 92 91 90 
3 AcSBV- S. Chn-FZ KM495267 97 97 97 96 97 95 94 94 94 93 93 93 93 93 91 90 
4 AcSBV-N. Viel KM884990 97 97 97 97 96 94 94 93 93 93 93 93 92 92 90 90 
5 AmSBV-N. Vie4 KM884993 96 96 96 97 96 94 94 93 93 93 93 93 92 92 91 90 
6 AcSBV-S. Chn-GZ AF469603 97 97 97 97 96 95 94 94 94 93 93 93 93 91 91 91 
7 AcSBV-S. Kor HQ322114 95 95 95 94 94 97 98 93 93 93 93 93 93 92 90 90 
8 AmSBV-S. Ког19 10390592 94 94 94 94 94 96 98 93 92 93 93 92 92 92 91 90 
9 AcSBV-S. Vie-SBM2 KC007374 93 93 94 93 93 95 93 93 94 94 94 94 94 94 91 91 
10 AcSBV-N. Chn-LN НМ237361 93 93 94 93 93 94 93 92 94 93 93 93 93 93 91 90 
11 AcSBV-N. Chn-SX KJ000692 93 93 93 93 93 94 93 93 94 93 99 93 95 92 91 90 
12 AcSBV-N. Chn-BJ KF960044 93 93 93 93 93 94 93 93 94 93 99 93 99 92 91 90 
13 AcSBV-S. Vie-LDst KJ959613 93 93 93 93 93 94 93 92 94 93 93 94 99 94 91 90 
14 AmSBV-N. Vie6 KM884995 93 93 93 92 93 93 90 92 94 93 93 93 99 94 91 90 
15 AcSBV-Ind-II-9 1Х270800 92 92 93 92 92 93 92 92 94 93 92 92 94 94 90 90 
16 AmSBV-NPG KJ629183 9] 91 91 90 91 91 91 91 91 91 91 91 91 91 90 92 
17 AmSBV-UK AF092924 90 90 90 90 90 90 90 91 91 90 90 90 90 90 90 92 


Am; 西方 蜜蜂 Apis mellifera; Ас: 东方 蜜蜂 Apis cerana. 
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А 


AcSBV-S. Chn-GZ AF469603 
AcSBV-S, Chn-OQ1, KT716805 
AcSBV-S. Chn-OQ. KJT16806 
Ас5ВҰ-5. Chn-OQ2 Қ7740735 
AcSBV-S, Chn-0Q3. Қ7740136 
AcSBV-S. Chn-CQ4. Қ7740137 
AcSBV-S. Chn-OQ5. KJ 740738 
AcSBV-N. Viel КИ884990 
AcSBV-N. Vie2 KM884991 
AmSBV-N. Vied КИ884993 
AcSBV-S. Kor. Н9322114 
AcSBV-S. Chn-FZ КІМ95267 
AcSBV-N.Chn-BJ KF960044 
AcSBV-N. Chn- SX. KT000692 
AcSBV-S. Vie-SBM2 KCOOT3T4 
AcSBV-S. Vie-LDst KJ959613 
AnSBV-S. Viet6 KM884895 
AcSBV-Ind-II-9 JX270800 
AcSBV-N. Chn-LN_HM2 37361 
AmSBV-UK AF092924 
AmSBV-S. Kor21, 70390591 
AmSBV-Npg KJ62918 


B 


AÀcSEV-S.Chn-GZ AF488603 
AcSBEV-S.Chn-OQ1 KIT16805 
AcSBEV-S. Chn-OQ KIT18806 
AÀcSBEV-S.Chn-OQ2 ҚТ740739 
AÀcSBV-S.Chn-OQ3 ҚТ740740 
AcSBV-S.Chm-OQd KIT40T41 
AcSBEV-S. Chn-0Q5 Қ7740742 
AcSEV-S. Chn-OQqs Қ7740743 
AÀcSEV-S. Chn-OQ8 ҚТ740744 
AcSBV-N. Viel КИ884990 
AÀcSBV-N. Vie2 KM884881 
AÀmSBV-N. Vied KM884883 
AcSEV-S.Kor 9322114 
AÀcSBV-S.Chn-FZ KM4B8526T 
AcSBEV-N. CHn-BT, KF860044 
AÀcSEV-N. Chn-SX KIüü0682 
Ас5БҮ-5. Vie-SBM2 KCDUT3TA 
AÀcSBV-S. Vie-LDst КЈ959613 
ÀmSBV-S. Vie6 KM884885 
AcSBV-Ind Т%270800 
AcSEV-N. Chn-LN НИ237361 
AÀmSBV-UK АЕ092924 
ÀmSBV-S.Kor21 79390591 
AÀmSBEV-Npg КТ682918 


Fig. 1 
AcSBV-S. Chn-CQ 在 AcSBV-S. Chn-GZ 基因 组 的 第 2 270 -2 320 (А) Н 


CATCAAACAG- ACC AAGAAGGG A5 ATGGGTTCTCCAG AT AGCG ATGGGGG TAAGGG AC AATCTG TGG TÀGCAGGATCAGA. 2326 














ChGCAAATAG-ACCANGAAGAGA-- 一 -一 -一 -一 -一 -一 -- 一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 - АТСАСА 2079 
САССАЛАТАС-АССААСААСАСА-----------------------------------АТАСА 2019 
САССАЛАТАС-АССАЛСАЛСАСА------------------------ - АТСАСА 56 
САССАААТАС- ACCAAGAAGAG A ———-—-—-—-—--—-—-—-—-—-—-—-—-—-—- АТСАСА 56 
САССАЛАТАС-АССААСААСАСА------------- ---------------------------АТСАСА 56 
САССАЛАТАС-АССАССАЯСАСА--------------------------------- АТСАСА 56 
САССАЛАТАС-АССААСАЛСАСА---------------------------------------- АТСАСА 2317 
АТСАСА 2316 
САССАААТАС- АОС ААСААСАСА ---АТСАСА 2316 
OGCCAAATAG- ACCAAGAAGAG i -一 -一 -一 -一 -一 -一 -- 一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 -一 - АТСАСА 2324 
САОСАЛАТАССАССАСБАА----------------------- ТААСАСАСААТСТ61700Т---------АбА 2327 


CAACAAATAG- ACC AACAAGGGGGG TGGGTTOSCCAGATAGCAATGGGGG TAAGGGACAATCTACGG TAGCOGTATCAGA 2366 
CAACAAATAG- ACCAACAAGGGGGG TGGGTTOGCCAG AT AGCAATGGGGG TAAGGG ACAATCTGCGG TAGCOGTACCAGA 2287 
CATCAAACAG- ACC AAGAAGGG А ATGGGTTCTCCAGATAGCG ATGGGGG TAAGGGACAATCTGTGG TAGCAGCATCAGA 2366 
CAACAAATAA- AGCAAGAAGGG АС TTGGTCTCT TCAGGTAGT AATGGGGG TAAGGGACAATCTGTGG TAGCAGTATCAGA 2369 
CAACAAATAA- AGCAAGAAGGG А5 ТТССТСТСТТСАССТАСТААТССССС TAAGGG AC AATCTG TGG TÀGCAGTATCAGA 2366 
СА------- --АТСААСА----------------------і GCAATGGGGG TAAGGGACAATCTGTGG TAGCAGTATCAAA 2304 
一 ACAAATA-—-—- m -GCAATAGGG ATAAGAGACAATCTGTGGTAG-—--—--À 2327 
CACCAAATAG- ATCAAGAAGGG A5 -—€GOC TCTCOG AAT AGTG A TGG АСС TAAGGG AC AACCTG AGG TGGCAG TG TCAGA. 2364 
CACCAAATAG- ATCAAGG AGAG А TTAGOCTCT ACAG AT AGTG ATGGGGG TAAGGG A AGCCTG TGTCGG TGGGG TCAGA. 2367 
CACOG AAT AG- ATC AAGAAGGC AG T TAG TCT ATCCAG ATAGTG ATGGGGG TAAGGG AC A ACCTG AGG TGGCAGTGTCAGA 2127 





СААД ТТААСТССАТС TGGCATTTATGGGACAG TGGCCTTGTTACCCAGGCATTTTGTGOCGTGCCTATT 6569 
GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGACAS TGG C TCTATTAOCG AGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 6318 
GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGAC AG TGGCTTTATTAOCG AGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 6318 
GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGAC AS TGGCTTTATTAOCCGAGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 111 

GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGACAG TGGCTCTATTACCGAGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 111 

GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGAC AG TGGCTCTATTACCGAGGCATTATGTGC-GAGC-TATT 111 

GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGACAZ TGGCTTTATTAOCCGAGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 111 

GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGACAG TGGCTTTATTAOCGAGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 111 

GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGACAG TGGCTTTATTACCGAGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 111 

GAA-GTTAACTGCATG TGGOCTTTATGGGAC AG TGG C TCTATTAOCCGAGGCATTATGTGC-GAGC-TATT 6557 
GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGAC AS TGG C TCTATTAOCG AGGCATTATGTGC-GAGC-TATT 6556 
GAA-GTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGAC AG TGG C TCTATTAOCG AGGCATTATGTGC-GAGC-TATT 6556 
GAA-GTTAACTGCATG TGG TATTTATGGGAC A TGGCTTTATTAOCGAGGCATTATGTGC-GTGC-TATT 6564 
GAAAMSTTAACTGCATG TGGCCTTTATGGGAC AS TGG C TCTATTAOCG AGGCATTATGTGOCGTGCCTATT 6570 
СААШ:ТТААОСОСАТС TGG TATTTATGGGAC A TGGCTTTATTAOCGAGGCATTATGTGOCGTGCCTATT 6608 
GAAAMCTTAACCGCATG TGG TATTTATGGGAC AS TGGCTTTATTAOCCGAGGCATTATGTGOCGTGCCTATT 6530 
GAA-GTTAACTGCATGOGGTATTTATGGGACAS TGGCTTTATTACCGAGGCATTATGTGC-GTGC-CATT 6606 
GAA-GTTAACCGCTTG TGGCATTTATGGGACAS TGG C TCTGTTAOCG AGGCATTATGTGC-GTGC-CATT 6609 
GAA-GTTAACCGCTTG TGGCATTTATGGGAC AG TGG C TCTGT TAOCG AGGCATTATGTGC-GTGC-CATT 6606 
GAA-GTTAACTGCATGOGGTATTTATGGGACAZ TGGCTTTATTACCAAGGCATTATGTGC-GTGCC-ATT 6544 
СААД TTAACTGCATGOGGCATTTATGGGAC AG TGGCTCTATTAOCCGAGGCATTATGTGOCGTGCCTATT 6570 
GAA-GTTAAOCGCATGOGGTATTTATGG AAC AG TGGCGTTATTAOCGAGGCATTATGTGC-GTGCC-ATT 6604 
GAA-GTTAACTGCATG TGG TATTTATGGGAC A TGGCGTTATTAOCG AGGCATTATGTGC-GTGCC-ATT 6607 
GAA-GTTAACTGOG TG TGG TATTTATGGGAC A TGGCTTTATTAOCGAGGCATTATGTGC-GTGCC-ATT 6367 


图 1 SBV Z REAA PERR DC 



































Deleted regions in the polyprotein gene of SBV 











上 现 连 续 51 个 核 苷 酸 缺 失 , 在 第 6 502 -6 564 [y CB) XER 


出 现 不 连续 的 3 个 核 昔 酸 缺失 。AcSBV-S. Chn-CQ has a consecutive 51-nucleotide and an inconsecutive 3-nucleotide deletion at nucleotide 
positions 2 270 -2 320 (А) and 6 502 -6 564 (В) compared with AcSBV-S. Chn-GZ, respectively. Am; 西方 蜜蜂 Apis mellifera; Ас: 东方 蜜蜂 


Apis cerana. 


8 488 nt 的 SBV 核 背 酸 序列 编码 一 条 由 2 828 
个 氮 基 酸 残 基 组 成 多 聚 和 蛋白 序列 。 经 保守 结构 域 
BLAST 搜索 ,所 推导 的 多 聚 蛋白 № 端 为 结构 蛋白 ， 
包含 2 个 小 RNA 病毒 衣 壳 蛋白 药物 结合 口袋 
( drug-binding pocket) 结构 域 ( domain) ,分 别 位 于 第 
174 -368 位 和 第 447 – 661 位 氨基 酸 残 基 ;C 端 为 非 
结构 蛋白 ,包含 RNA 解 旋 酶 .3C 丝氨酸 蛋白 酶 、 
RNA 依赖 的 КМА 聚合 酶 结构 域 ,分 别 位 于 第 
1 340 -1449,2 051 -2280 和 2314 -2 803 位 氨基 
酸 残 基 。 


2.2 SBV 的 系统 进化 分 析 

从 基因 组 水 平 的 进化 树 上 可 见 ,SBV 主要 划分 
为 亚洲 基因 型 和 欧洲 基因 型 (图 2)。AcSBV-S. 
Chn-CQ 与 AcSBV-S. Chn-FZ, AcSBV-N. Vie, 
AmSBV-N. Vie 和 AcSBV-S. Kor 构成 亚洲 基因 型 中 
的 一 亚 型 。AcSBV-S. Chn 与 AcSBV-N. Chn 形成 2 
个 单独 进化 分 支 。 以 基因 组 相应 片段 为 参考 ,SB11- 
SB12 进化 树 ( 图 3) 的 拓扑 图 与 SBV 基因 组 进化 树 
相似 。 从 该 图 可 见 , AcSBV-S. Chn-CQ 与 众多 
AmSBV-N. Vie 聚 成 亚 群 。 
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采用 邻接 法 构建 的 SBV 基因 组 进化 树 





Fig. 2 Phylogenetic tree of SBV based on the genome using the neighbor-joining method 
Am; 西方 蜜蜂 Apis mellifera; Ас: 东方 蜜蜂 Apis cerana. 
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Fig. 3 Phylogenetic trees of 
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采用 邻接 法 构建 的 SBV 5В11-5В12 片段 进化 树 
SBV based on the genomic region SB11-SB12 using the neighbor-joining method 











Am; 西方 蜜蜂 Apis mellifera; Ас: 东方 蜜蜂 Apis cerana. 
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2.3 SBV 的 基因 重组 分 析 

使 用 Bootscan 方法 进行 重组 分 析 , 未 发 现 
AcSBV-S. Chn-CQ 发 生 重 组 。 但 发 现 AmSBV-N. 
Vie4 可 能 是 重组 体 , 与 其 所 在 亚 型 SBV 发 生 重 组 





(图 4)。AmSBV-N. Vie4 与 AcSBV-N. Viel ff ctf 
酸 序列 一 致 性 高 于 98.4% ,但 在 第 587 -1 978 位 核 
苷 酸 ,两 者 一 致 性 为 93% ; 而 此 段 AmSBV-N. Vie4 
与 同 亚 型 的 AcSBV-N. Vie3 的 一 致 性 为 95% 。 
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重组 序列 道 Tract of sequence with recombinant 
~ AcSBV-N.Viel.seq-AcSBV-S.CHN-CQ.seq 
— AcSBV-N.Viel.seq-AmSBV-N.V ie4.seq 
— AcSBV-S.CHN-CQ.seq-AmSBV-N.Vie4.seq 
--- ВЗ ИН Bootstrap cut off 
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图 4 SBV 








组 分 析 


Fig. 4 Recombinant analysis of SBV 


3 讨论 


突变 驱动 SBV 进化 (Roberts et al., 2014). 
SBV 具有 点 突变 和 核 苷 酸 插入 /缺失 2 种 变异 模式 
( Grabensteiner et al., 2001; Choe et al., 2012a, 
2012b; Ma et al., 2011) 。 点 罕 变 使 SBV 基因 组 序 
列 具有 明显 的 区 域 特性 ,同一 地 域 或 相近 地 域 的 同 
宿主 种 群 SBV 的 点 突变 模式 较 一 致 , 同 源 性 高 ,如 
韩国 东方 蜜蜂 SBV (Choe et al., 2012b) .广州 中 蜂 
和 重庆 中 蜂 SBV( 罗 文 华 等 , 2013)。 本 研究 发 现 ， 
除了 AcSBV-S. Chn-FZ 之 外 ,SBV 多 聚 和 蛋白 基因 核 
昔 酸 搬入 /缺失 出 现在 基因 组 的 2 个 片段 上 。 第 1 
段位 于 结构 和 蛋白 编码 基因 上 ,是 连续 核 昔 酸 缺失 ;第 





























这 种 趋势 是 由 中 蜂 地 理 亚 群 造成 ,还 是 由 气候 等 其 
他 因素 造成 的 ,有 待 研究 。 值 得 注意 的 是 , AcSBV- 
S. Chn-CQ 与 众多 AmSBV-N. Vie 聚 成 亚 群 ,类 似 现 
象 在 以 前 的 研究 也 多 次 发 现 , 常 被 视 作 例外 
(Grabensteiner et al., 2001; Kojima et al., 2011; 
Choe et al., 2012b; Yang et al., 2013) 。 而 众多 来 自 
亚洲 西方 蜜蜂 的 SBV 与 东方 蜜蜂 SBV 聚 成 亚 群 , 显 
示 这 种 现象 是 真实 存在 的 。 重 组 分 析 得 出 ,两 株 越 
南西 蜂 SBV ( AmSBV-N. Vie4 和 AmSBV-S. Vie6) 均 
未 与 欧洲 基因 型 SBV 发 生 重 组 ,而 与 同 亚 型 的 东方 
蜜蜂 SBV 在 基因 水 平 上 具有 一 致 的 相似 性 。 表 明 
这 两 株 SBV 均 来 自 东方 蜜蜂 ,或 是 东方 蜜蜂 SBV 的 
变异 株 。 这 和 与 欧洲 基因 型 SBV 发 生 重 组 的 
AmSBV-Korl19 不 同 (Choe et al., 2012a) 。 这 提示 越 



































2 段位 于 非 结构 蛋白 编码 基因 上 ,是 3 个 不 连续 的 
核 昔 酸 缺 失 。 这 提示 SBV 编码 序列 插入 /缺失 可 能 
由 同一 次 突变 事件 造成 ,相同 插入 /缺失 模式 的 SBV 
可 能 来 自 同 一 祖先 。 由 此 推测 AcSBV-S. Chn-CQ 与 
AcSBV-N. Vie，AmSBV-N. Vie 和 AcSBV-S. Kor 可 能 
有 共同 起 源 。 由 于 遥远 的 地 理 距 离 使 AcSBV-S. 
Chn-CQ 与 AcSBV-S. Kor 的 同 源 性 低 于 地 域 上 相近 
的 AcSBV-S. Chn-GZ 和 AcSBV-Chn-FZ 的 同 源 性 。 
在 基因 组 水 平 进化 树 中 ,可 将 已 知 序列 的 SBV 
主要 分 为 亚洲 基因 型 和 欧洲 基因 型 。AcSBV-S. 
Chn-CQ 属于 亚洲 基因 型 , 且 与 AcSBV-S. Chn 其 他 
分 离 株 聚 成 亚 型 , 而 不 与 AcSBV-N. Сіз 聚 为 亚 型 。 
这 表明 中 蜂 SBV 存在 南北 方 隔离 进化 的 趋势 。 而 








南 东 方 蜜蜂 SBV 或 其 突变 体 可 直接 或 间接 感染 越 
南西 方 蜜蜂 。 因 此 ,从 现实 角度 考虑 SBV 的 宿主 特 
异性 已 不 成 立 。 从 已 知 序列 SBV 的 采集 地 来 看 , 属 
于 亚洲 基因 型 的 西方 蜜蜂 饲养 地 主要 分 布 在 印度 、 
尼泊尔 (Grabensteiner et al., 2001)、 中 国 (Yang et 
al., 2013) ІН (Choe et al., 2012a) 、 越 南 等 国家 。 
研究 这 些 地 域 的 SBV 的 遗传 特性 将 可 能 揭示 SBV 
未 知 的 遗传 变异 规律 。 
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